































































材 料 方 法
1.材料および試薬
ニ トロセルロース膜はSchleicher and SchueⅡ社 (Keene,NH,USA)より購入した。シ






















ペプチ ドをコー ドする部分のdDNA 12)のPst I消化断片をpGEM-4にサブクローニングし
たものを用いて作製した。ラットH型コラーゲンRNAプロープは、ラットαl(II)鎖の
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図5 プロープの濃度とシグナル・ノイズ比の関係
ラット16日齢胎仔の頭部の凍結切片をニトロセルロース膜に転写、あるいはシラン
コートスライドグラスにマウントした後、種々の濃度のⅡ型コラーゲンmRNAに対
するプロープを用いてin situハイプリダイゼーションを行い、シグナル検出反応を1
時間で停止した。メッケル軟骨におけるH型コラーゲン遺伝子発現の特異的シグナ
ルの強さとその周辺組織の非特異的シグナル (バックグラウンドシグナル)の強さ
の比をシグナル・ノイズ比として画像解析ソフトウエアー で定量化した。各値は3
点の平均値1標準偏差を示す。
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図6 マウス14日齢胎仔の肢芽におけるH型、X型コラーゲン遺伝子の発現
マウス14日齢胎仔の後肢の凍結切片をニトロセルロース膜に転写した後、H型コラ
ーゲン (A)あるいはX型コラーゲンmRNA(B)に対するプローブを用いてin situ
ハイブリダイゼーションを行った。検出反応終了後に風乾したニトロセルロース膜
を実体顕微鏡で観察したものを示す。
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図7 マウス14日齢胎仔の肢芽におけるI型、IX型コラーゲン遺伝子の発現
マウス14日齢胎仔の後肢の凍結切片をニトロセルロース膜に転写した後、I型コラ
ーゲン (A)あるいはIX型コラーゲンmRNA(B)に対するプローブを用いてin
situハイブリダイゼーションを行った。 (倍率 :×40)
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図8 RNaseA処理による特異的シグナル減少の機構
プロープの一部だけが標的mRNAに結合してハイプリッドを形成しているような場
合(RNaseA処理によって結合していない部分のプロープが除去され、特異的シグ
ナルが減少することを示す。
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